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Além dos sinais motores clássicos, a doença de Parkinson é 
caracterizada por déficits cognitivos e emocionais, os quais precedem as 
alterações motoras, como tem sido demonstrado por diversos autores. O 
presente estudo teve como principal objetivo investigar se uma 
degeneração parcial dos neurônios dopaminérgicos induzida pela 
administração de 6-hidroxidopamina seria capaz de induzir alterações 
comportamentais pré-motoras em ratos. O curso temporal da lesão 
nigroestriatal foi avaliado através de imunoistoquímica para tirosina-
hidroxilase e os níveis de dopamina, noradrenalina e serotonina foram 
analisados em várias regiões cerebrais através de Cromatografia Líquida 
de Alta Pressão com Detecção Eletroquímica. Foram realizados testes 
para avaliar uma variedade de funções comportamentais, incluindo 
atividade locomotora, comportamento tipo-depressivo, anedonia, 
ansiedade e memória nos ratos lesionados com 6-hidroxidopamina. A 
infusão bilateral de 6-hidroxidopamina no corpo estriado de ratos 
causou lesão precoce dos terminais dopaminérgicos no corpo estriado e 
corpos celulares na substância negra. A lesão nigroestriatal foi 
acompanhada por uma perda precoce de dopamina no corpo estriado, 
que permaneceu estável por um período de três semanas de observação. 
Além disso, foi observada uma redução tardia de dopamina no córtex 
pré-frontal, porém não no hipocampo. Alterações noradrenérgicas e 
serotonérgicas foram também observadas após a administração de 6-
hidroxidopamina. Os resultados indicam que os ratos lesionados com 6-
hidroxidopamina apresentaram uma redução no consumo de sacarose e 
um aumento no tempo de imobilidade no teste do nado forçado, 
sugerindo um efeito tipo anedônico - depressivo. Além disso, foi 
observada uma atividade do tipo ansiogênica no teste do labirinto em 
cruz elevado, bem como alterações cognitivas na versão com pista do 
labirinto aquático de Morris e no teste do reconhecimento social. Estes 
achados sugerem que a degeneração dopaminérgica parcial, associada a 
alterações dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotonérgicas no corpo 
estriado e córtex pré-frontal pode ter causado os déficits emocionais e 
cognitivos observados neste modelo de fase inicial da doença de 
Parkinson. Evidências recentes em modelos animais sugerem que o 
bloqueio dos receptores canabinóides CB1 poderia ser benéfico para o 
alívio da inibição motora típica da doença de Parkinson. Desta forma, 
nós investigamos se a administração de SR141716A, um antagonista 
seletivo dos receptores CB1, seria capaz de reduzir os déficits 
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emocionais e cognitivos observados, respectivamente, no teste do nado 
forçado e do reconhecimento social neste modelo de doença de 
Parkinson pré-motora. Os resultados mostraram que, uma semana após a 
cirurgia, no teste no nado forçado, o aumento do tempo de imobilidade 
observado nos animais tratados com 6-hidroxidopamina foi reduzido 
pela injeção aguda de 3 mg/kg de SR141716A, enquanto que doses 
menores (0,5 e 1 mg/kg) não foram efetivas. Três semanas após a 
cirurgia, o aumento no tempo de investigação no teste do 
reconhecimento social causado pela administração de 6-
hidroxidopamina foi atenuado pela exposição aguda a baixas doses de 
SR141716A. As análises de Cromatografia Líquida de Alta Pressão 
mostraram alterações nos níveis estriatais de dopamina e nos níveis de 
noradrenalina e serotonina no córtex pré-frontal após a injeção de 
SR141716A. Esses resultados sugerem que o receptor CB1 pode 






























In addition to classic motor symptoms, Parkinson's disease is 
characterized by cognitive and emotional deficits, which have been 
demonstrated to precede motor impairments. The present study 
addresses the question of whether a partial degeneration of 
dopaminergic neurons using 6-hydroxydopamine in rats is able to 
induce premotor behavioral signs. The time-course of nigrostriatal 
damage was evaluated by tyrosine hydroxylase-immunohistochemistry 
and the levels of dopamine, noradrenaline and serotonin in various brain 
regions were analyzed by High-Performance Liquid Chromatography 
with Electrochemical Detection. Tests that assessed a variety of 
behavioral functions, including locomotor activity, depression, 
anhedonia, anxiety and memory were conducted on 6-
hydroxydopamine-lesioned rats. Bilateral infusion of 6-
hydroxydopamine in the striatum of rats caused early damage of 
dopaminergic terminals in striatum and in cell bodies in substantia nigra 
pars compacta. The nigrostriatal lesion was accompanied by early loss 
of dopamine in the striatum, which remained stable through a three-
weeks period of observation. In addition, a late loss of dopamine in the 
prefrontal cortex, but not in the hippocampus, was seen. Additional 
noradrenergic and serotonergic alterations were observed after 6-
hydroxydopamine administration. Six-hydroxydopamine - lesioned rats 
showed decreased sucrose consumption and an increased immobility 
time in the forced swimming test, an anhedonic-depressive-like effect. 
In addition, an anxiogenic-like activity was seen in the elevated plus 
maze test and cognitive impairments were observed on the cued version 
of the Morris water maze and social recognition tests. These findings 
suggest that partial striatal dopaminergic degeneration and parallel 
dopaminergic, noradrenergic and serotonergic alterations in striatum and 
prefrontal cortex may have caused the emotional and cognitive deficits 
observed in this rat model of early phase Parkinson’s disease. Recent 
evidence in animal models suggests that the blockade of cannabinoid 
CB1 receptors might alleviate motor dysfunction typical of Parkinson's 
disease. Therefore, we investigated whether antagonism of CB1 
receptors would improve emotional and cognitive deficits in the rat 
model of pre-motor Parkinson’s disease induced by an intrastriatal 
injection of 6-hydroxydopamine. Our results showed that immobility 
time was reduced by acute 3 mg/kg SR141716A, while 0.5 and 1 mg/kg 
doses were not effective. Three weeks after surgery, a 6-
 XI 
 
hydroxydopamine-induced increase in investigation time in social 
recognition test was improved by low doses of SR141716A. High-
Performance Liquid Chromatography analysis demonstrated alterations 
in striatal dopamine as well as noradrenaline and serotonin in prefrontal 
cortex after SR141716A injection. These findings suggest a role for CB1 
receptors in the early symptoms caused by degeneration of 


























1.1 A doença de Parkinson 
 
 A doença de Parkinson (DP) é o segundo transtorno 
neurodegenerativo relacionado à idade mais comum em humanos, atrás 
apenas da doença de Alzheimer. A prevalência desta doença é de 
aproximadamente 0,15% da população total mundial, crescendo para 
0,5% em pessoas com mais de 50 anos de idade (Stoof et al., 1999). 
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (2000), existem 
aproximadamente 222 mil parkinsonianos no Brasil, sendo que 2% dos 
brasileiros acima dos 60 anos são acometidos por este transtorno. Com o 
crescente envelhecimento da população, acredita-se que o número de 
pessoas diagnosticadas com DP deve aumentar rapidamente nos 
próximos 20 anos.  
 Clinicamente, a DP é caracterizada pelos sinais motores 
cardinais: tremor em repouso, diminuição dos movimentos voluntários, 
bradicinesia, rigidez, postura curvada e instabilidade postural. A DP tem 
como principal característica neuropatológica a lesão dos neurônios 
dopaminérgicos localizados na substância negra parte compacta (SNc), 
que enviam projeções para os gânglios da base, ocasionando uma 
redução nos níveis de dopamina (DA) no corpo estriado, além de 
alterações em suas conexões com o córtex pré-frontal (Araki et al., 2001; 
Blandini et al., 2000). Entretanto, a neuropatologia da DP não está restrita 
à via nigroestriatal, de forma que anormalidades histológicas são 
também encontradas em outros grupos celulares dopaminérgicos e não-
dopaminérgicos (Dauer & Przedborski, 2003). 
 A causa primária da DP não está completamente esclarecida. 
Entretanto, estudos epidemiológicos têm destacado que alguns fatores 
ambientais podem estar associados a um aumento no risco do 
desenvolvimento da DP, tais como a exposição a alguns tipos de 
herbicidas e pesticidas (Fall et al., 1999; Vanacore et al., 2002). Além disso, 
embora a natureza do processo neurodegenerativo verificado na DP não 
seja conhecida, descobertas recentes sugerem que esta poderia estar 
associada a um estado de estresse oxidativo desencadeado por um ou 
mais fatores, como envelhecimento cerebral, predisposição genética, 
anomalias mitocondriais, produção de radicais livres e toxinas 
ambientais (Alexi et al., 2000; Olanow et al., 1998). De fato, os neurônios 
dopaminérgicos são particularmente sensíveis ao estresse oxidativo, 





aumentados de ferro e reduzidos de glutationa total quando comparados 
a outras regiões cerebrais (Berg et al., 2004; Jenner, 2003). 
 
1.2 Sintomas pré-motores da DP 
 
 Desde a sua descrição inicial, feita por James Parkinson (1817) 
em seu estudo “Essay on the Shaking Palsy”, a DP vem sendo 
caracterizada como um distúrbio do movimento, sendo o seu 
diagnóstico baseado na presença de dois ou mais sinais motores 
cardinais. Entretanto, os pacientes parkinsonianos somente desenvolvem 
esses critérios clínicos quando aproximadamente 60-70% dos neurônios 
da SNc encontram-se degenerados e os níveis estriatais de DA são 
reduzidos em 70-80% (Barrio et al., 1997; Deumens et al., 2002).  
 Nos últimos anos vem crescendo o número de trabalhos 
demonstrando que uma série de distúrbios nos domínios emocional, 
cognitivo e psicossocial observados na DP frequentemente ocorre antes 
do aparecimento das disfunções motoras. Na verdade, a DP parece 
tratar-se de uma doença multidimensional, estando associada, além da 
sintomatologia da perda dos movimentos, a diversos sintomas que 
resultam em uma perda na qualidade de vida do indivíduo (Gupta e 
Bathia, 2000). Dentre os sintomas verificados na DP, destacam-se: 
depressão (Cummings, 1992; Oertel et al., 2001; Santamaria et al., 1986), 
ansiedade (Maricle et al., 1995; Richard et al., 2004; Witjas et al., 2002) e 
prejuízos cognitivos (Dubois e Pillon, 1997; Goldman et al., 1998; Owen et 
al., 1995). O fato destas alterações se desenvolverem antes do 
aparecimento dos sinais motores e do diagnóstico da DP sugere 
fortemente a ocorrência de alterações cerebrais na fase inicial da doença 
que levariam a uma maior predisposição ao desenvolvimento de 
sintomas psiquiátricos e alterações cognitivas. Embora a depleção de 
DA seja a maior responsável pelas alterações motoras características da 
DP, acredita-se que alterações em outros neurotransmissores, 
principalmente noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e acetilcolina, 
estejam associadas ao amplo espectro de sintomas motores e não-
motores nos pacientes com DP.  
 A depressão é o transtorno neuropsiquiátrico mais comum na 
DP. As estimativas de sua prevalência variam entre 2,7-76%, com uma 
prevalência média de cerca de 35%, precedendo os sinais motores em 
diversos pacientes. A severidade da depressão na DP pode variar desde 
uma distimia leve até depressão maior (Leentjens et al., 2003). A 





uma perda de interesse em atividades que costumavam ser prazerosas, 
foi demonstrada estar presente em 45% dos indivíduos com DP e em 
79% do subgrupo com depressão (Lemke et al., 2006). A depressão na DP 
parece possuir uma base biológica resultante da lesão dos sistemas 
serotoninérgico, noradrenérgico e/ou dopaminérgico, e frequentemente 
antecede os sinais motores. Embora a base patofisiológica da depressão 
na DP não seja bem compreendida, estudos com tomografia com 
emissão de pósitrons têm demonstrado alterações dopaminérgicas e 
noradrenérgicas, além de níveis reduzidos de ácido 5-hidroxi-
indoacético (5-HIAA) no fluído cerebroespinal e redução na ligação 
cortical ao receptor 5HT1A nos indivíduos com depressão associada à 
DP ausentes nos indivíduos com DP sem depressão (Remy et al., 2005).  
Ainda não está claro se estas alterações poderiam identificar indivíduos 
com risco futuro de desenvolver a DP.  
 Diversos estudos têm demonstrado uma alta prevalência de 
ansiedade na DP, sendo considerada o segundo transtorno afetivo mais 
comum, atrás apenas da depressão, podendo também preceder os sinais 
motores. O índice de prevalência de ansiedade é incerto, devido a este 
sintoma não ser extensivamente estudado na DP. Entretanto, estimativas 
sugerem que acima de 40% dos pacientes com DP apresentam sintomas 
de ansiedade (Richard, 2005), podendo apresentar comorbidade com 
depressão (Menza et al., 1993), causando um impacto negativo na 
qualidade de vida dos indivíduos (Marinus et al., 2002). A ansiedade pode 
se apresentar como ataques de pânico, fobias ou desordem de ansiedade 
generalizada.  
 Disfunções cognitivas também estão presentes em todos os 
estágios da DP. Estudos têm demonstrado que acima de 50% dos 
pacientes com DP apresentam algum tipo de alteração intelectual, 
mesmo nos primeiros estágios da doença. Nas fases iniciais e 
intermediárias da doença ocorrem déficits cognitivos moderados, 
enquanto que em estágios mais avançados tem sido relatada a ocorrência 
de demência em cerca de 11 a 36% dos pacientes com DP (Giladi et al., 
2000). A presença de disfunções cognitivas e demência afeta de maneira 
adversa a prognose da DP (Parashos et al., 2002), podendo contribuir para 
o aumento na tendência a quedas (Wielinski et al., 2005) e interferindo 
com várias atividades diárias (Devos et al., 2007). A associação entre a 
DP e disfunções cognitivas sugere uma interação entre o processo 
neurodegenerativo que ocorre na DP e cognição, devida possivelmente a 
uma disfunção das conexões fronto-estriatais (Brandt et al., 2004; Wood & 





 O período em que estes sintomas surgem é conhecido como fase 
pré-motora da doença. Durante esta fase ocorre uma progressão do 
processo neuropatológico na ausência de manifestações motoras 
concomitantes (Becker et al., 2002). A fisiopatologia dos sintomas pré-
motores da DP ainda não é bem conhecida. Entretanto, existe um 
interesse crescente por estas anormalidades clínicas pré-motoras, 
principalmente porque esses sintomas podem permitir a identificação de 
indivíduos com alto risco para o desenvolvimento futuro de DP. 
  
1.3  Principais modelos de DP em roedores 
 
 A maior parte do conhecimento adquirido a respeito dos 
mecanismos envolvidos com a DP deriva de inúmeros estudos 
conduzidos nas últimas quatro décadas em modelos animais que 
reproduzem as características patológicas e comportamentais da doença. 
Idealmente, um modelo animal deve possuir uma etiologia e 
características similares ao equivalente humano. Desta forma, é 
interessante que o maior número possível de aspectos da doença seja 
replicado.  
 A maioria dos estudos que utilizam modelos animais de DP é 
voltada à investigação de alterações motoras (Aguiar et al., 2008; Capitelli 
et al., 2008; Silvestrin et al., 2009) enquanto os estudos que investigam as 
alterações não-motoras da doença são ainda escassos. Entre estes, as 
alterações de memória têm recebido maior atenção (Da Cunha et al., 2001; 
Ferro et al., 2005; Prediger et al., 2005), porém poucos têm investigado a 
ocorrência de alterações emocionais como depressão e ansiedade. O 
desenvolvimento de modelos que reproduzam as alterações pré-motoras 
da DP possui o propósito de estudar os aspectos fisiológicos da doença, 
bem como auxiliar no desenvolvimento de terapias neuroprotetoras.
 Recentes descobertas genéticas levaram ao desenvolvimento de 
diferentes modelos genéticos de DP. Entretanto, nenhum dos modelos 
propostos apresenta a degeneração típica dos neurônios dopaminérgicos. 
Desta forma, atualmente entre os vários modelos animais utilizados de 
DP, as neurotoxinas são a ferramenta mais popular para a indução de 
neurodegeneração seletiva do sistema nigroestriatal. Diversos modelos 
de degeneração dopaminérgica in vivo utilizando neurotoxinas tais como 
a rotenona, o maneb, o paraquat e as mais frequentemente utilizadas, 1-
metil 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e 6-hidroxidopamina (6-






1.4  O modelo da 6-OHDA 
 
 O modelo de DP baseado na injeção local da neurotoxina 6-
OHDA é ainda hoje o procedimento mais comumente utilizado para a 
obtenção de lesão nigroestriatal em roedores. A primeira demonstração 
dos efeitos biológicos da 6-OHDA foi realizada há mais de 40 anos, 
quando Porter e cols. (1963) demonstraram que esse agente, um análogo 
estrutural das catecolaminas DA e NA, era capaz de induzir uma 
depleção de NA eficiente e duradoura nos nervos simpáticos do coração. 
Alguns anos depois, Ungerstedt (1968) demonstrou que a injeção 
bilateral de 6-OHDA na SNc era capaz de causar degeneração 
anterógrada do sistema dopaminérgico nigroestriatal, causando acinesia 
e uma taxa de mortalidade muito alta, gerando, assim, o primeiro 
modelo de DP. Desde então, o modelo da 6-OHDA ainda é a ferramenta 
mais utilizada na replicação da perda de neurônios dopaminérgicos da 
SNc que ocorre na DP, devido à sua relativa baixa complexidade e custo 
do procedimento, além de ser altamente reprodutível, em contraste com 
modelos mais recentes.  Mais ainda, ao contrário de outras toxinas 
utilizadas para induzir parkinsonismo, tais como o MPTP, a 6-OHDA 
apresenta baixo risco de toxicidade relacionada à sua manipulação, 
representando, assim, um composto ideal para ser utilizado no 
laboratório.  
 A 6-OHDA é tóxica tanto a nível periférico quanto central; 
entretanto, por não cruzar a barreira hematoencefálica, esta toxina deve 
ser injetada diretamente no cérebro através de cirurgia estereotáxica para 
produzir toxicidade no sistema nervoso central. Os efeitos neurotóxicos 
da 6-OHDA ocorrem através do acúmulo da toxina nos neurônios 
catecolaminérgicos, seguido por alterações na homeostase celular e dano 
neuronal. O armazenamento intracelular de 6-OHDA é mediado pelos 
transportadores de membrana de DA e NA, que reconhecem e captam a 
6-OHDA devido à sua similaridade estrutural com as catecolaminas 
endógenas.  
 Uma vez infundida no cérebro, a 6-OHDA produz espécies 
citotóxicas através de mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos (Choi 
et al., 1999): a oxidação de 6-OHDA pela monoamina oxidase gera 
peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual, além de ser citotóxico, induz a 
produção de outros radicais de oxigênio. Além disso, a 6-OHDA passa 
por um processo de auto-oxidação, gerando H2O2, espécies reativas do 
oxigênio e quinonas que atacam os grupos nucleófilos endocelulares. Os 





reativas resultam em uma rápida depleção das enzimas antioxidantes 
endocelulares, levando a uma neurotoxicidade amplificada na estrutura e 
metabolismo celular e resultando em dano neuronal (Blum et al., 2001). 
Além de exacerbar o estresse oxidativo endocelular, a 6-OHDA pode 
induzir neurotoxicidade através da alteração da função mitocondrial, 
tendo sido demonstrado que esta toxina prejudica a atividade do 
complexo I em mitocôndrias isoladas (Glinka & Youdim, 1995).  
 Quando realizada em áreas cerebrais específicas, a 
administração de 6-OHDA resulta em déficits fisiológicos e 
comportamentais. A injeção de 6-OHDA é comumente associada à 
administração de bloqueadores do transportador de NA, como a 
desipramina, a fim de reduzir a captação desta neurotoxina por 
neurônios noradrenérgicos e aumentar a seletividade para neurônios 
dopaminérgicos. A Figura 1 indica os mecanismos de toxicidade da 6-
OHDA e a ação da desipramina. 
 A magnitude da lesão depende da dose de 6-OHDA injetada e 
do local de injeção. Diferentes modelos utilizando 6-OHDA em 
roedores têm sido desenvolvidos com o passar dos anos, a fim de se 
obter um grau de neurodegeneração que varia do massivo ao moderado. 
A injeção de 6-OHDA na SNc ou no trato nigroestriatal leva a uma 
destruição imediata e virtualmente completa dos neurônios 
dopaminérgicos da SNc e, em menor grau, da área tegmentar ventral, 
resultando em depleção de 80-90% de DA estriatal. Essa metodologia 
produz um modelo de DP severa. 
 Nos anos 90, foi proposta uma variação do procedimento 
original, na qual a 6-OHDA é injetada no corpo estriado, onde os 
terminais dos neurônios da SNc estão localizados (Sauer & Oertel, 1994). 
Quando injetada no corpo estriado, a 6-OHDA produz uma degeneração 
retrógrada lenta do sistema nigroestriatal (Lee et al., 1996) que mimetiza 
melhor a progressão da DP, desta forma viabilizando a investigação de 








Figura 1. Mecanismos de neurotoxicidade induzida por 6-OHDA. 
EROs: espécies reativas do oxigênio; DAT: transportador de DA; NAT: 
transportador de NA. Modificado de Simola et al. (2007). 
  
    
1.5. O sistema endocanabinóide e a DP  
  
 A descoberta do principal componente psicotrópico das 
preparações de Cannabis sativa, o composto lipofílico ∆9-
tetraidrocanabinol (THC), por Gaoni & Mechoulam (1964), não foi 
acompanhada imediatamente pela caracterização molecular do receptor 
correspondente no cérebro de mamíferos. Foi somente após duas 
décadas que o primeiro receptor específico para o THC, denominado 





1988) e em seguida clonado após uma triagem de diversos receptores 
órfãos acoplados à proteína G previamente caracterizados por sua 
afinidade pelo THC (Matsuda et al., 1990). O segundo receptor 
canabinóide identificado, denominado CB2, demonstrou ser bastante 
diferente do CB1, tanto em sua sequência de aminoácidos quanto em sua 
localização em tecidos de mamíferos (Munro et al., 1993). Enquanto o 
receptor CB1 demonstrou ser extremamente abundante no cérebro, e por 
isso sugerido como responsável pela ação psicoativa do THC, o receptor 
CB2 apresentava maiores níveis de expressão em células do sistema 
imunológico.  
 A clonagem dos receptores canabinóides abriu caminho para a 
identificação de seus ligantes endógenos, ou endocanabinóides. O 
primeiro endocanabinóide a ser descoberto foi a anandamida (N-
araquidonil-etanolamina), por Devane e colaboradores (1992), logo 
seguido pela descoberta de que um metabólito endógeno previamente 
conhecido, o 2-araquidonil-glicerol (2-AG), também apresentava alta 
afinidade pelos receptores CB1 e CB2 (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et 
al., 1995). Outros endocanabinóides (Figura 2) têm sido propostos 
durante os últimos vinte anos, incluindo o 2-araquidonil-glicerol éter 
(éter de noladin) (Hanus et al., 2001), a N-araquidonil-dopamina (NADA) 
(Bisogno et al., 2000; Huang et al., 2002) e a virodamina (Porter et al., 2002), 
porém sua atividade farmacológica e metabolismo ainda são pouco 
conhecidos. Desta forma, a anandamida e o 2-AG ainda são conhecidos 




Figura 2. Estrutura química dos endocanabinóides. Modificado de 
Di Marzo (2009). 
Anandamida 2-araquidonilglicerol 






 Atualmente, sabe-se que tanto o receptor CB1 quanto o CB2 
estão muito mais amplamente distribuidos do que se acreditava 
originalmente. Por exemplo, o fígado, atualmente, é conhecido como 
uma fonte de níveis baixos, porém funcionalmente importantes, de CB1 
(Osei-Hyiaman et al., 2005). Quanto aos receptores CB2, embora sua 
existência no cérebro tenha sido inicialmente descartada, estudos mais 
recentes têm demonstrado sua expressão em baixas quantidades também 
neste órgão, não apenas durante condições de neuroinflamação (Ashton 
& Glass, 2007; Van Sickle et al., 2005; Onaivi et al., 2008). Dessa forma, a 
idéia original de que os receptores CB1 possuíam um papel 
exclusivamente no cérebro e os receptores CB2 no sistema imune 
evoluiu para o conceito de que ambos os tipos de receptores 
canabinóides são capazes de controlar tanto funções centrais e 
periféricas, incluindo desenvolvimento, transmissão e inflamação 
neuronal, funções cardiovascular, respiratória e reprodutiva, liberação e 
ação de hormônios, formação óssea e metabolismo energético, bem 
como funções celulares tais como arquitetura celular, proliferação, 
motilidade, adesão e apoptose (Guzmán et al., 2002; Di Marzo et al., 2004; 
Pertwee, 2005).  
 Na verdade, não apenas o nível de expressão dos receptores 
canabinóides, como também as concentrações teciduais dos principais 
endocanabinóides passam por mudanças significantes após estímulos 
fisiológicos e patológicos (Pertwee, 2005; Di Marzo, 2009). Essa 
“plasticidade” do sistema endocanabinóide é claramente observada no 
sistema nervoso central, onde participa de respostas adaptativas ao 
estresse crônico, excitotoxicidade, lesão neuronal, e neuroinflamação 
(Bisogno & Di Marzo, 2007), bem como mecanismos mais fisiológicos, 
como alterações sinápticas em processos cognitivos, motivacionais e 
afetivos e suas alterações patológicas (Moreira & Lutz, 2008). A 
biosíntese, ação e degradação dos endocanabinóides são ativadas “por 
demanda” e normalmente restritas temporal e espacialmente, graças à 
natureza lipofílica desses compostos, suas vias biosintéticas 
fosfolipídio-dependentes e a sensibilidade ao Ca2+ de algumas de suas 
enzimas biosintéticas.  
 Nos últimos anos tem havido um interesse crescente na 
compreensão do papel dos receptores canabinóides na função neural e, 
mais especificamente, no complexo papel modulatório desempenhado 
pelos receptores CB1 nos núcleos da base, estruturas cerebrais 





entendimento acerca da participação do receptor CB1 na geração de 
sintomas da DP.  
 Os núcleos da base contêm a mais alta densidade de receptores 
CB1 (Mailleux et al., 1992), bem como de anandamida e 2-
araquidonilglicerol (Di Marzo et al., 2000) do cérebro. O globo pálido 
externo e a substância negra parte reticulada/globo pálido interno, que 
recebem eferentes estriatais, contêm altos níveis dos endocanabinóides 
anandamida e 2-AG (Bisogno et al., 1999; Di Marzo et al., 2000), bem como 
de CB1 (Fernández-Ruiz & González, 2005). Os receptors CB1 estão 
localizados presinapticamente nos terminais nervosos dos neurônios de 
projeção estriatal (Herkenham et al., 1991; Tsou et al., 1998; Hohmann and 
Herkenham, 2000; Fusco et al., 2004), o que explica os altos níveis de 
RNAm deste subtipo de receptor encontrados no caudado-putâmen 
(Mailleux & Vanderhaeghen, 1992). De fato, os receptores CB1 estão 
localizados nos neurônios estriatais que se projetam para a substância 
negra parte reticulada/globo pálido interno (a chamada via estriatal 
eferente “direta”) e para o globo pálido externo (a chamada via estriatal 
eferente “indireta”). Ambos os grupos de neurônios utilizam ácido γ-
aminobutírico (GABA) como neurotransmissor (Hohmann and 
Herkenham, 2000; Julián et al., 2003). Os receptors CB1 também estão 
presentes em pré-sinapses de neurônios glutamatérgicos nos circuitos 
dos núcleos da base, incluindo os aferentes ao corpo estriado que se 
originam de estruturas corticais (Köfalvi et al., 2005; Uchigashima et al., 
2007). Por outro lado, os neurônios dopaminérgicos nigroestriatais não 
contêm receptores CB1, embora contenham o receptor vaniloide TRPV1 
(Mezey et al., 2000; de Lago et al., 2004; Lastres-Becker et al., 2005; Tzavara 
et al., 2006), um receptor funcionalmente relacionado ao  sistema 
canabinóide e que também está presente em diferentes estruturas dos 
núcleos da base, como o corpo estriado (Maccarrone et al., 2008) e globo 
pálido (Cristino et al., 2006). Ver a Figura 3. 
 A presença de receptores CB1 em sinapses GABAérgicas e 
glutamatérgicas nos núcleos da base, bem como a presença de 
receptores TRPV1 nos neurônios dopaminérgicos nigroestriatais 
permitem aos endocanabinóides controlar diretamente a função desses 
três neurotransmissores. Além disso, a localização pré-sináptica desses 
receptores sugere que os endocanabinóides controlam principalmente 
eventos pré-sinápticos, tais como a síntese, liberação ou recaptação 
desses neurotransmissores (Fernandéz-Ruiz, 2009). Ver a Figura 4. 
 Estudos com indivíduos parkinsonianos (Lastres-Becker et al., 





Lastres-Becker et al., 2001; Pisani et al., 2005), têm demonstrado a 
existência de uma hiperatividade da neurotransmissão canabinóide. 
Dessa forma, tem sido proposto que antagonistas dos receptores 
canabinóides CB1 poderiam apresentar ação antiparkinsoniana, podendo 
ser úteis no alívio da hipocinesia e como adjuvantes na terapia com 
levodopa. Em concordância com esta hipótese, um estudo prévio 
demonstrou que o antagonista seletivo do receptor canabinóide CB1 
SR141716A potencializa a ação antiparkinsoniana de agonistas do 
receptor dopaminérgico D2 em modelos experimentais (Di Marzo et al., 
2000), enquanto que agonistas CB1 reduzem esta resposta 







Figura 3. Localização dos receptores CB1 e TRPV1 em 
subpopulações neuronais específicas nos circuitos dos núcleos da 
base. As vias regulatórias estão indicadas em azul, enquanto que as vias 
inibitórias e excitatórias estão indicadas em vermelho e verde, 
respectivamente. Neurônios desconhecidos estão representados em 














Figura 4. Esquema dos efeitos modulatórios dos endocanabinóides e 
seus receptores na atividade dos principais neurotransmissores que 
operam nos circuitos dos núcleos da base. Modificado de Fernandéz-
Ruiz (2009). 
   
   
 Assim, tendo em vista as considerações mencionadas 
anteriormente ressaltando a relevância do desenvolvimento de modelos 
que reproduzam as alterações pré-motoras da DP, bem como as 
evidências implicando o envolvimento do sistema canabinóide nas 
alterações verificadas na DP, o presente estudo propôs investigar as 
seguintes hipóteses: 
 1. A degeneração dopaminérgica nigroestriatal parcial, em um 
grau insuficiente para induzir alterações motoras, seria capaz de causar 
alterações emocionais e cognitivas similares às que ocorrem na fase 
inicial da DP? 
 2. O antagonismo do receptor CB1, proposto para a redução das 
alterações motoras na DP, teria um papel benéfico nos prejuízos 
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2.1 Objetivo geral 
 
 Para testar as hipóteses propostas, o presente estudo apresentou 
como objetivo geral investigar os efeitos da administração intraestriatal 
de 6-OHDA e de SR141716A em testes comportamentais que avaliam 
as funções emocionais e cognitivas de ratos. Para alcançar o objetivo 
geral proposto, os seguintes objetivos específicos foram delineados: 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 1. Avaliar o efeito da administração intraestriatal de 6-OHDA 
na reatividade emocional de ratos através do teste do consumo de 
sacarose e do nado forçado. 
 2. Estudar o efeito da administração intraestriatal de 6-OHDA 
nos níveis de ansiedade de ratos através do teste do labirinto em cruz 
elevado. 
 3. Avaliar o efeito da administração intraestriatal de 6-OHDA 
na memória de procedimento e social de ratos através da versão com 
pista do labirinto aquático de Morris e do teste do reconhecimento 
social, respectivamente. 
 4. Investigar a influência da administração intraestriatal de 6-
OHDA na função olfatória e locomoção de ratos através do teste da 
discriminação olfatória e do campo aberto, respectivamente. 
 5. Investigar o efeito da administração intraestriatal de 6-OHDA 
nos neurônios dopaminérgicos da substância negra e corpo estriado de 
ratos através de imunoistoquímica para tirosina-hidroxilase (TH). 
 6. Avaliar a influência da administração intraestriatal de 6-
OHDA sobre as concentrações de DA e seus metabólitos, além de NA e 
5-HT no corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo de ratos através 
de Cromatografia Líquida de Alta Pressão com Detecção Eletroquímica 
(HPLC-ED). 
 7. Verificar o efeito da administração de SR141716A na 
reatividade emocional de ratos tratados com 6-OHDA através do teste 
do nado forçado. 
 8. Avaliar a influência da administração de SR141716A na 






 9. Caracterizar o efeito da administração de SR141716A sobre 
as concentrações de DA e seus metabólitos, além de NA e 5-HT no 
corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo de ratos tratados com 6-













































 Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade de três meses, 
além de ratos com idade de um mês para o teste do reconhecimento 
social, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de 
Santa Catarina. Os animais foram mantidos em caixas de moradia, em 
grupos de 6-7, em ambiente com temperatura (22 ± 2° C) e ciclo de 
claro/escuro (12/12 h) controlados automaticamente. Os animais tiveram 
livre acesso a alimentação e água até o momento do experimento. Todos 
os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de 
Animais (CEUA/UFSC). 
 
3.2 Drogas e Soluções  
 
 Nos experimentos realizados, as seguintes drogas foram 
utilizadas: 6-OHDA (dissolvida em solução salina com ácido ascórbico 
0,1%, Sigma, EUA), SR141716A (dissolvido em solução salina com 
DMSO 10% e Tween 80 0,1%, Sanofi-Aventis, França), desipramina 
(dissolvida em solução salina, Sigma, EUA), xilazina (10 mg/ml; 
Rompun®, Bayer, Brasil) e cetamina (58 mg/ml; Dopalen®, 
Agribrands, Brasil).  
 
3.3 Procedimentos Experimentais 
 
3.3.1 Experimento 1: Efeitos da administração de 6-OHDA nas 
alterações comportamentais precoces em ratos. 
 
 Os animais foram separados em dois grupos (n=10). Um grupo 
recebeu 6-OHDA e o outro, veículo (grupo Sham), sendo que animais 
dos dois grupos foram mantidos nas mesmas caixas de moradia. Para a 
avaliação de alterações comportamentais precoces, os testes foram 
realizados após o intervalo de uma semana após a cirurgia estereotáxica. 
Os testes em que não foram observados prejuízos nos animais tratados 
com 6-OHDA foram repetidos em outros grupos de animais no intervalo 
de três semanas após a administração da droga, de forma a comparar o 
curso temporal das alterações comportamentais em relação às 
modificações neuroquímicas. Após o término dos testes 
comportamentais, os ratos foram decapitados, os cérebros removidos e 




as concentrações de DA e seus metabólitos, além de NA e 5-HT, foram 
analisadas no corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo através de 





Figura 5. Cronograma de realização do Experimento 1. 
 
3.3.2 Experimento 2: Efeitos da administração de SR141716A nas 
alterações comportamentais precoces em ratos tratados com 6-
OHDA. 
 
 Os efeitos da administração de SR141716A foram avaliados no 
teste do nado forçado e no teste do reconhecimento social.  
 Para o teste do nado forçado os animais foram separados em 
cinco grupos (n=10): Sham; 6-OHDA; 6-OHDA+SR (0,5 mg/kg); 6-
OHDA+SR (1 mg/kg) e 6-OHDA+SR (3 mg/kg). Para o teste do 
reconhecimento social os animais foram separados em quatro grupos 
(n=10): Sham; 6-OHDA; 6-OHDA+SR (0,5 mg/kg) e 6-OHDA+SR (1 
mg/kg). O grupo Sham recebeu veículo e os grupos restantes receberam 
6-OHDA, sendo que os animais que receberam veículo ou 6-OHDA 
foram mantidos na mesma caixa de moradia. SR141716A ou veículo 
foram administrados intraperitonealmente (i.p.) 30 min antes da segunda 
sessão do teste do nado forçado ou da primeira sessão no teste do 
reconhecimento social. Os testes foram realizados após o mesmo 
intervalo em que foram observadas alterações no Experimento 1. Após o 
término dos testes comportamentais, os ratos foram decapitados, os 
cérebros removidos e as concentrações de DA e seus metabólitos, além 




de NA e 5-HT, foram analisadas no corpo estriado, córtex pré-frontal e 
hipocampo através de HPLC-ED. A Figura 6 mostra o cronograma de 
realização do Experimento 2. 
 
3.4 Cirurgia Estereotáxica  
 
 Cada animal foi anestesiado com uma injeção i.p. de 1 ml/kg de 
uma solução combinada (1:2) de xilazina e cetamina. Uma vez 
verificada a perda total dos reflexos, procedeu-se a tricotomia da parte 




Figura 6. Cronograma de realização do Experimento 2. 
 
 Após a adaptação do animal ao aparelho estereotáxico, realizou-
se a assepsia da área desejada com álcool iodado. Injetou-se então uma 
solução de lidocaína com adrenalina por via subcutânea, com o objetivo 
de obter efeito anestésico local e vasoconstritor. Em seguida, realizou-se 
uma incisão longitudinal no escalpo para a exposição da calota craniana 
permitindo a visualização da sutura lambdóide. O crânio foi posicionado 
no aparelho estereotáxico de forma que o bregma e o lambda ficassem 
situados em um mesmo plano horizontal.  
 Foi feita a administração de 6-OHDA (12 µg por injeção) ou 
veículo, em um volume de 2,5 µl à velocidade de 0,5 µl/min durante 5 
min bilateralmente na porção ventrolateral do corpo estriado dorsal. A 




infusão estereotáxica foi realizada de acordo com as coordenadas do 
atlas de Paxinos & Watson (2005): AP: 1,1 mm, ML: ±3,2 mm e DV: -
7,2 mm em relação ao bregma e à superfície externa do osso craniano, 
utilizando uma micro-seringa Hamilton de 10 µl conectada a um tubo de 
polietileno (PE 10; Clay Adams, EUA) e este conectado a uma agulha 
injetora (0,3 mm de diâmetro) confeccionada a partir de agulhas 
odontológicas.  
 Previamente ao procedimento de infusão, o tubo de polietileno e 
a micro-seringa Hamilton foram preenchidos com água destilada e uma 
bolha, formada através da aspiração de ar, foi feita entre a água destilada 
e a droga. Dessa forma, durante a infusão, o movimento da bolha que 
era visível através do tubo de polietileno indicava o fluxo da droga 
administrada.  
 Em seguida, a agulha foi introduzida no corpo estriado através 
de uma cânula-guia confeccionada a partir de uma agulha descartável de 
25 x 7 mm e a administração da droga foi feita com o auxílio de uma 
bomba de infusão. Após a injeção, a agulha injetora permaneceu no 
local por mais dois minutos, de forma a facilitar a difusão da solução. 
Em seguida à infusão bilateral, foi feita a sutura do escalpo e o animal 
retirado do aparelho estereotáxico. A Figura 7 ilustra o procedimento de 












3.5 Testes Comportamentais 
 
3.5.1 Testes de avaliação de parâmetros emocionais 
 
3.5.1.1 Teste do Consumo de Sacarose 
 
 O consumo de sacarose é frequentemente utilizado como uma 
medida de anedonia em roedores (Craft & DeVries, 2006). Após uma 
semana de recuperação da cirurgia, os animais foram transferidos a 
caixas de moradia individuais com acesso livre a alimentação. Cada rato 
tinha acesso a duas garrafas com água durante a fase de 24 h de 
habituação, a fim de adaptar os animais à ingestão de líquidos de duas 
garrafas. Após a fase de adaptação a água de uma das garrafas foi 
substituída por solução de sacarose a 0,8%, conforme descrito 
previamente (Slattery et al., 2007) e 24 h depois as garrafas foram 
invertidas de sua posição inicial de forma a evitar vieses relacionados à 
posição das garrafas (Figura 8). O consumo de água e solução de 




Figura 8. Esquema representativo do teste do consumo de sacarose. 
 
3.5.1.2 Teste do Nado Forçado 
 
 O procedimento foi descrito previamente por Porsolt et al. 
(1978). Cerca de uma semana após a cirurgia, os ratos foram habituados 
à sala experimental por 30 min antes do teste. Os ratos foram colocados 
em cilindros individuais (40 cm de altura e 17 cm de diâmetro) contendo 
água (profundidade da água: 30 cm; temperatura: 25 ± 1 °C). Foram 
realizadas duas sessões (uma sessão inicial de 15 min seguida 24 h 
depois por uma sessão de 5 min). O tempo total de imobilidade foi 
registrado manualmente durante os 5 min da segunda sessão. A 




imobilidade foi definida como flutuação sem movimento, exceto aqueles 
necessários para manter a cabeça do rato acima da água. A água do 
interior dos cilindros era substituída após cada sessão experimental. A 
Figura 9 ilustra o teste do nado forçado. 
 
 
Figura 9. Ilustração representativa do teste do nado forçado 
(www.inec-usp.org). 
 
3.5.1.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado  
 
 O labirinto em cruz elevado consistiu de dois braços abertos (50 
x 10 x 0,75 cm) e dois braços fechados (50 x 10 x 40 cm), arranjados de 
forma que os braços idênticos ficassem dispostos em posição oposta 
entre si. Os braços emergiam de uma plataforma central (10 x 10 cm) e 
o aparato ficava suspenso a uma altura de 50 cm acima do nível do chão 
(Figura 10).  
 Os testes foram realizados sob condições de iluminação 
reduzida. Os ratos foram colocados na plataforma central e submetidos a 
uma sessão experimental de 5 min. Após esse período o labirinto era 
limpo cuidadosamente com papel toalha e álcool 5%.  
 Os parâmetros comportamentais avaliados no labirinto em cruz 
elevado foram:  
 - Frequência de entradas dos animais com as quatro patas nos 
braços abertos e nos braços fechados do labirinto.  




 - Tempo de permanência dos animais com as quatro patas nos 
braços abertos e nos braços fechados do labirinto. 
 
 
Figura 10. Ilustração representativa do teste do labirinto em cruz 
elevado (www.jefferson.edu/neurosurgery/research/cocainewithdrawal.cfm). 
 
 Estas medidas tradicionais foram usadas para se calcular a 
porcentagem do número de entradas nos braços abertos em relação ao 
número total de entradas nos quatro braços e a porcentagem de tempo 
nos braços abertos durante os 5 min de exposição ao labirinto, medidas 
inversamente relacionadas ao nível de ansiedade dos animais. 
  Uma vez que efeitos ansiolíticos ou ansiogênicos podem ser 
confundidos com alterações na atividade motora, a locomoção dos ratos 
também foi avaliada com base no número de entradas nos braços 
fechados e número de entradas total, parâmetros considerados como 
indicadores da atividade locomotora de roedores no labirinto em cruz 









3.5.2 Testes de avaliação do desempenho cognitivo 
 
3.5.2.1 Teste do Labirinto Aquático de Morris – Versão com Pista 
 
 O teste do Labirinto aquático de Morris foi realizado em um 
tanque circular similar ao descrito por Morris et al. (1982), 
confeccionado em fibra e pintado de preto, com 1,7 m de diâmetro 
interno, 0,8 m de altura e preenchido com água a uma profundidade de 
0,6 m, mantida a 25 °C. Uma plataforma (10 × 10 cm) confeccionada 
em plexiglas transparente foi mantida submersa 1–1,5 cm abaixo da 
superfície da água. Os pontos de partida dos animais foram marcados na 
face externa do tanque como norte, sul, leste e oeste, dividindo o tanque 
em quatro quadrantes imaginários: nordeste, sudeste, sudoeste e 
noroeste. O aparato ficava localizado em uma sala sob iluminação 
incandescente indireta.  
 Os animais foram submetidos à versão com pista do labirinto 
aquático de Morris conforme descrito previamente por Miyoshi et al. 
(2002) e reproduzido em nosso laboratório (Prediger et al., 2006). O 
procedimento experimental consistiu de quatro dias de treino, com 
quatro sessões consecutivas por dia. Antes de cada seção a plataforma 
era disposta no centro de um dos quadrantes imaginários. A posição da 
plataforma era sinalizada através de uma bola de 7 cm de diâmetro 
anexada ao topo, a qual ficava visível sobre a superfície da água. Em 
cada seção os animais eram colocados no interior do tanque em um dos 
quatro vértices dos quadrantes imaginários com as faces voltadas para a 
borda. A posição inicial dos animais e da plataforma variava entre as 
seções de forma pseudo-randômica. Se o rato não encontrasse a 
plataforma durante o período de 60 s, era gentilmente conduzido à 
mesma. O animal então permanecia na plataforma por 10 s e era 
removido do tanque por 20 s antes de ser colocado na próxima posição 
inicial randômica. Foram registrados os tempos de latência para 
encontrar a plataforma a partir das posições iniciais (Figura 11).  
 
3.5.2.2 Teste do Reconhecimento Social 
 
 A memória social de curta duração foi avaliada através do teste 
do reconhecimento social conforme descrito por Dantzer et al. (1987) e 
padronizado em nosso laboratório (Prediger & Takahashi, 2003). Ratos 
adultos foram mantidos isolados em caixas plásticas (42 × 34 × 17 cm) e 
foram utilizados após três dias de habituação ao novo ambiente. O teste 




foi realizado em uma sala de observação, à qual os ratos foram 
habituados por 30 min antes do início do experimento. Um grupo de 
ratos jovens (idade de um mês) foi isolado em caixas individuais por 30 
min antes do início do experimento. O teste consistiu de duas 
apresentações sucessivas (5 min cada) em que um rato jovem foi 
colocado na caixa de um rato adulto e o tempo gasto pelo adulto 
investigando o jovem (cheirando, lambendo, se aproximando, etc.) foi 
registrado. Ao fim da primeira apresentação, o jovem foi removido e 
mantido em uma caixa individual durante o período de 30 min, sendo re-
exposto ao adulto após esse intervalo. Neste tipo de teste, se o intervalo 
entre as duas apresentações for menor que 40 min, o rato adulto 
reconhece o rato jovem, reduzindo o tempo de investigação social 
durante a segunda apresentação (Figura 12).  
 
 
Figura 11. Ilustração representativa da versão com pista do teste do 









Figura 12. Ilustração representativa do teste do reconhecimento 
social. 
 
3.5.3 Teste de avaliação da função olfatória 
 
3.5.3.1 Teste da Discriminação Olfatória 
 
 A fim de descartar possíveis alterações na capacidade 
discriminativa olfatória dos animais que pudessem interferir no teste do 
reconhecimento social, foi realizado o teste da discriminação olfatória, 
procedimento adaptado de Dluzen & Kefalas (1996) e padronizado em 
nosso laboratório (Prediger et al., 2006). Previamente, os animais foram 
mantidos em caixas isoladas durante 48 h. O teste consistiu em colocar 
cada rato durante 5 min em uma caixa, a qual foi dividida em dois 
compartimentos idênticos (30 × 30 × 20 cm) separados por uma porta 
aberta, de forma que o animal poderia escolher entre um compartimento 
contendo serragem nova e outro com serragem retirada da caixa 
previamente ocupada pelo animal (compartimento familiar) por 48 h 
antes do teste. Cada animal foi colocado inicialmente no centro do 
compartimento não-familiar e o tempo gasto pelo rato em cada 
compartimento (familiar x não familiar) foi registrado. Em geral, ratos 
machos adultos são capazes de discriminar entre o compartimento 
familiar e o não familiar, ficando muito mais tempo no compartimento 
familiar, uma vez que eles têm preferência por seu próprio odor em 
relação a um odor neutro (Figura 13). 
 






Figura 13. Ilustração representativa do teste da discriminação 
olfatória. 
 
3.5.4 Teste de avaliação da atividade motora 
 
3.5.4.1 Teste do Campo Aberto 
 
 Para avaliar possíveis alterações motoras induzidas pela 
administração de 6-OHDA, os animais foram testados durante 5 min no 
campo aberto uma e três semanas após a cirurgia. O aparato, feito de 
madeira e fórmica, era formado por uma caixa de cor branca (100 × 100 
cm), com 40 cm de altura, dividido por linhas pretas em 25 quadrantes 
de 20 x 20 cm. Durante os experimentos, cada rato foi colocado no 
centro do campo aberto, sendo registrado o número de quadrantes 
cruzados e o número de atos de levantar (Figura 14).  
 
3.6 Análises Neuroquímicas 
 
3.6.1 Imunoistoquímica para TH 
 
 Uma e três semanas após o tratamento com 6-OHDA, foi 
realizada perfusão intracardíaca nos animais, inicialmente com solução 
salina e em seguida com solução fixadora de formaldeído 4% em 0,1 M 
de tampão fosfato (pH 7,4). Os cérebros foram removidos e mantidos 
durante a noite na mesma solução. Foram realizadas secções cerebrais (3 
µM) do corpo estriado e mesencéfalo. Para a imunoistoquímica foi 
utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo anti-TH (1:200, 
catálogo MAB318; Millipore, Chemicon International, Billerica, MA, 




EUA). A recuperação do antígeno por alta temperatura foi realizada 
através da imersão das lâminas com as secções em água a 95-98 °C em 
tampão citrato trissódico 10 mM pH 6,0, por 45 min. A ligação não 
específica foi bloqueada através da incubação das lâminas durante 1 h 
com soro normal de cabra diluído em PBS. Após a incubação durante a 
noite a 4 ºC com anticorpos primários, as lâminas foram lavadas com 
PBS e incubadas com o anticorpo secundário Envision plus (Dako 
Cytomation, Carpinteria, CA, EUA) pronto para uso, por 1 h a 
temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas com PBS e a 
visualização foi realizada com o uso de DAB (3,3’-diaminobenzidina) 
(Dako Cytomation) em solução cromógena e as lâminas coradas com 
hematoxilina de Harris. As secções cerebrais dos grupos Sham e 6-
OHDA foram processadas nas mesmas condições. As imagens digitais 
foram feitas através de uma câmera digital Sight DS-5M-L1 conectada a 
um microscópio de luz Eclipse - 80i (Nikon, Melville, NY, EUA). Os 
parâmetros para aquisição das imagens foram idênticos para as secções 
dos grupos Sham e 6-OHDA. Foram obtidas três imagens da substância 
negra e do corpo estriado para cada rato. As imagens digitalizadas foram 
transferidas para um computador e a intensidade média do pixel da 
marcação para TH foi calculada utilizando o software NIH ImageJ 1.36b 
(NIH, Bethesda, MD, EUA). Foi calculada a média dos valores obtidos 
nas imagens de cada região para cada rato. Os resultados estão 








Figura 14. Ilustração representativa do teste do campo aberto. 
3.6.2 Determinação Dos Níveis Cerebrais de DA, NA e 5-
HT por HPLC  
 Para a determinação dos níveis de DA, ácido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovanílico (HVA), NA e 5-
HT no cérebro, os ratos foram sacrificados por decapitação uma e três 
semanas após a administração de 6-OHDA, ao término dos testes 
comportamentais. Os cérebros foram removidos imediatamente e as 
estruturas corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo foram 
dissecadas, congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -70 °C. 
As concentrações de DA, DOPAC, HVA, NA e 5-HT no corpo estriado, 
córtex pré-frontal e hipocampo foram analisadas por HPLC-ED de fase 
reversa.  O sistema consistiu de uma coluna de fase reversa Synergi 
Fusion-RP C-18 (150 x 4,6 mm de diâmetro interno, diâmetro da 
partícula 4 µm) equipada com uma pré-coluna de 4 x 3 µm 
(SecurityGuard Cartridges Fusion-RP); um detector eletroquímico (ESA 
Coulochem III) com o eletrodo ajustado a 350 mV e uma bomba LC-
20AT (Shimadzu) equipada com um injetor manual Rheodyne 7725. A 
coluna foi mantida no interior de um forno regulador de temperatura 
(25ºC - Shimadzu). Os potenciais de oxidação foram ajustados a 100 
mV para o primeiro eletrodo e a 450 mV para o segundo eletrodo. DA, 
DOPAC, HVA, NA e 5-HT foram detectados no segundo eletrodo. As 
amostras de tecido foram homogeneizadas por uma caneta sonicadora 
em 0,1 M de ácido perclórico contendo metabisulfito de sódio a 0,02% e 
padrão interno. Após centrifugação a 10000 G durante 30 min, 4ºC, 20 
µl do supernadante foi injetado no cromatógrafo. A fase móvel, utilizada 
a uma taxa de 1 ml/min, possuía a seguinte composição: 20 g de ácido 
cítrico monohidratado (Merck), 200 mg de ácido octano-1-sulfônico 
(Merck), 40 mg de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma), 
900 ml de água. O pH da solução tampão foi ajustado para 4,0 e em 
seguida filtrado através de um filtro de 0,45 µm. Metanol (Merck) foi 
adicionado de forma a obter uma composição final de metanol a 10% 
(v/v). As áreas de pico dos padrões externos foram utilizadas para 
quantificar os picos das amostras. 
 
3.6.3 Análise dos Dados e Estatística 
 
A análise estatística foi realizada através do software GraphPad 
Prisma (Versão 5). Todos os dados foram expressos como média ± erro 
padrão (EP). Para os testes do consumo de sacarose, nado forçado, 




labirinto em cruz elevado e análises de HPLC do Experimento 1, bem 
como para as análises de HPLC do Experimento 2, a análise estatística 
dos resultados foi feita utilizando-se teste t de Student.  Para o teste do 
reconhecimento social no Experimento 1 e teste do nado forçado no 
Experimento 2 a análise estatística foi feita por análise de variância 
(ANOVA) de uma via seguida por teste post-hoc de Bonferroni. As 
latências de escape no labirinto aquático de Morris para as sessões 
individuais (analisadas por dia) e as análises de imunoistoquímica do 
Experimento 1, bem como os dados do teste do reconhecimento social 
do Experimento 2  foram analisados por ANOVA de duas vias com 
medidas repetidas, seguida por teste post-hoc de Bonferroni. O valor de 



































4.1 Experimento 1 
 
4.1.1 Efeitos da administração de 6-OHDA nas alterações 
comportamentais precoces em ratos. 
 
4.1.1.1 Efeitos da administração intraestriatal de 6-OHDA nos 
parâmetros emocionais  
 
4.1.1.1.1 Teste do Consumo de Sacarose 
 
 Uma semana após a cirurgia, os animais foram submetidos ao 
teste do consumo de sacarose. Durante a fase inicial de adaptação, na 
qual os ratos foram habituados a beber das duas garrafas (ambas 
preenchidas com água), não foram observadas diferenças significativas 
no consumo entre os ratos dos grupos Sham e 6-OHDA. A Figura 15 
ilustra a média do consumo de água e solução de sacarose durante 48 h 
uma semana após a cirurgia. Ambos os grupos nitidamente consumiram 
mais sacarose do que água. A comparação por teste t de Student mostrou 
que os ratos do grupo Sham consumiram significativamente mais 
sacarose do que os do grupo 6-OHDA [F (1,13) = 1,29, P<0,05]. Além 
disso, não foram observadas diferenças no consumo total de água 
durante esse período. 
 
4.1.1.1.2 Teste do Nado Forçado 
 
 O teste do nado forçado foi utilizado para monitorar o 
comportamento tipo-depressivo dos animais. Uma semana após a 
cirurgia, o teste t de Student indicou que o tratamento com 6-OHDA 
aumentou significativamente o tempo de imobilidade [F (1,35) = 10,7, 
P<0,001] (Figura 16). 
 
4.1.1.1.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado 
 
 Três semanas após a cirurgia, a administração de 6-OHDA 
reduziu significativamente as porcentagens de entrada nos braços 
abertos no teste do labirinto em cruz elevado [F (1,12) = 5,28, P<0,01] 




uma tendência de redução no tempo gasto nos braços abertos (P=0,07) 
(Figura 17B). O tratamento com 6-OHDA não alterou o número de 
entradas nos braços fechados e totais, parâmetros considerados como 



































Figura 15. Efeitos da administração de 6-OHDA no teste do 
consumo de sacarose. Os animais tratados com 6-OHDA consumiram 
menos solução de sacarose do que os do grupo Sham. Os valores são 
expressos como média ± EP. *P<0,05 (em comparação com o grupo 
Sham, teste t de Student). 
 
4.1.1.2 Efeitos da administração de 6-OHDA no desempenho 
cognitivo  
 
4.1.1.2.1 Teste do Labirinto Aquático de Morris – Versão 
com Pista 
 
Três semanas após a administração de 6-OHDA, os ratos foram 
avaliados na versão com pista do labirinto aquático de Morris. Neste 
período, os animais não apresentaram alterações motoras evidentes que 
pudessem confundir a interpretação dos dados nesse teste de memória 
(Tabela 2). Os efeitos da lesão estriatal no desempenho dos ratos na 




Ambos os grupos foram capazes de aprender a tarefa, uma vez que a 
média da latência de escape melhorou em relação aos dias de treino. 
Entretanto, os animais tratados com 6-OHDA gastaram mais tempo para 
encontrar a plataforma. A ANOVA de duas vias (tratamento x medidas 
repetidas) revelou um efeito significante para o fator tratamento [F(1,13) 
= 25,91, P<0,0001] e medidas repetidas [F(1,13) = 83, P<0,0001], 
porém não para a interação entre essas variáveis [F(1,13) = 0,76, 
P>0,05]. Análise subsequente através do teste de Bonferroni indicou 
diferença significativa (P<0,05) entre os grupos 6-OHDA e Sham do 



































Figura 16. Efeitos da administração de 6-OHDA no teste do nado 
forçado. O tratamento com 6-OHDA aumentou o tempo de imobilidade. 
Os valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 (em comparação 
com o grupo Sham, teste t de Student). 
 
4.1.1.2.2 Teste do Reconhecimento Social 
 
A Figura 19 indica o efeito da injeção de 6-OHDA na memória 
de reconhecimento social de ratos. Três semanas após a cirurgia, a 
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni indicou que os 




segunda apresentação do que na primeira. Por outro lado, os ratos 
tratados com 6-OHDA empregaram tanto tempo investigando o rato 
jovem na segunda apresentação quanto na primeira [F(1,15) = 4,43, 
P<0,05], refletindo um prejuízo evidente na capacidade de 

































































































Figura 17. Efeito da administração de 6-OHDA nos parâmetros de 
atividades espaço-temporais no teste do labirinto em cruz elevado. 
O tratamento com 6-OHDA reduziu a porcentagem de entrada nos 
braços abertos. (A) % entrada nos braços abertos (B) % tempo nos 
braços abertos (C) Entradas nos braços fechados (D) Entradas totais. Os 
valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 (em comparação com 





































Figura 18. Efeitos da administração de 6-OHDA na versão com 
pista do teste do labirinto aquático. Os animais tratados com 6-OHDA 
gastaram mais tempo para encontrar a plataforma. Os valores são 
expressos como média ± EP para encontrar a plataforma submersa 
durante os quatro dias de treino, com quatro sessões consecutivas por 
dia. As latências de escape para as sessões individuais foram analisadas 
por dia. *P<0,05 (em comparação com o grupo Sham, teste de 
Bonferroni após ANOVA de duas vias). 
 
4.1.1.3 Efeitos da administração intraestriatal de 6-OHDA na 
função olfatória 
 
4.1.1.3.1 Teste da Discriminação Olfatória 
 
 A fim de descartar um possível efeito deletério da 6-OHDA na 
capacidade de discriminação olfatória dos ratos que pudesse confundir a 
análise dos prejuízos cognitivos observados no teste do reconhecimento 
social, o teste da discriminação olfatória foi realizado três semanas após 
a cirurgia. Os resultados estão ilustrados na Tabela 1. O teste t de 
Student indicou que três semanas após a cirurgia ambos os grupos foram 









































Figura 19. Efeitos da administração de 6-OHDA no tempo de 
investigação social. Os animais tratados com 6-OHDA não 
apresentaram redução no tempo de investigação durante a segunda 
apresentação em comparação com a primeira. Os valores são expressos 
como média ± EP. *P<0,05 (em comparação com a primeira 
apresentação do mesmo grupo, teste de Bonferroni após ANOVA de 
uma via). #P<0,05 (em comparação com a segunda apresentação do 
grupo Sham, teste de Bonferroni após ANOVA de uma via). 
 
4.1.1.4 Efeitos da administração intraestriatal de 6-OHDA na 
locomoção 
 
4.1.1.4.1 Teste do Campo Aberto 
 
 A atividade locomotora dos animais foi avaliada uma e três 




observados nos testes emocionais e cognitivos pela administração de 6-
OHDA estarem diretamente relacionados a um prejuízo motor dos 
animais. A Tabela 2 resume os efeitos da administração intraestriatal de 
6-OHDA na atividade locomotora dos animais avaliada através do teste 
do campo aberto. O comportamento exploratório, avaliado através do 
número de quadrantes percorridos e do número de levantamentos, não 
foi afetado pela administração de 6-OHDA uma e três semanas após a 
cirurgia. Ambos os grupos apresentaram uma redução no número de 
quadrantes percorridos e levantamentos na terceira semana, refletindo o 
fenômeno de habituação dos animais ao ambiente.  
 
Tabela 1. Efeitos da administração de 6-OHDA no teste da 
discriminação olfatória de ratos três semanas após a cirurgia. 
 
 % tempo no compartimento 
Grupo Familiar Não-familiar 
Sham 56,8±3,2 *43,2±4,9 
6-OHDA 54±3 *46±3 
 
Os valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 (em comparação 
com a porcentagem de tempo gasto no ambiente familiar, teste t de 
Student). 
 
Tabela 2. Efeitos da administração de 6-OHDA na atividade 







Parâmetros Sham 6-OHDA Sham 6-OHDA 
N° de quadrantes 
percorridos 
89±9,2 79±6 59,6±9,3 43,7±11,4 
N° de 
levantamentos 
20,3±2,7 19,7±2,5 12,7±2,5 12±2,9 
 






4.1.2 Análises Neuroquímicas 
 
4.1.2.1 Imunoistoquímica para TH 
 
 Uma semana após a cirurgia, os neurônios TH-positivos foram 
detectados no corpo estriado dos ratos tratados com veículo e 6-OHDA. 
O efeito do tratamento foi estatisticamente significante [F(3,3) = 31,42, 
P<0,01]. A magnitude dessa diferença persistiu após três semanas; a 
interação entre o tratamento e o tempo não foi estatisticamente 
significante [F(3,3) = 0,57, P>0,05].  
 Na SNc, o número de neurônios TH-positivos foi reduzido com 
a administração de 6-OHDA mesmo uma semana após a cirurgia; o 
efeito do tratamento foi estatisticamente significante [F(3,4) = 48,43, 
P<0,001]. A redução no número de neurônios TH-positivos persistiu até 
a terceira semana, porém foi observada uma recuperação parcial dos 
neurônios dopaminérgicos nesse período de tempo, sendo que a 
interação entre o tratamento e o tempo foi estatisticamente significante 
[F(3,4) = 9,19, P<0,05].  
 A Figura 20 mostra microfotografias representativas da 
imunoistoquímica para TH no corpo estriado (Figura 20A) e SNc 
(Figura 20B) em cada intervalo de tempo. As Figuras 20C e D indicam a 
porcentagem de área marcada nos grupos 6-OHDA e Sham após uma e 
três semanas no corpo estriado e SNc, respectivamente. 
 
4.1.2.2 Determinação Dos Níveis Cerebrais de DA, NA e 5-HT por 
HPLC  
 
 A fim de determinar a relação entre as alterações 
comportamentais induzidas por 6-OHDA em ratos e as alterações 
neuroquímicas na neurotransmissão dopaminérgica, noradrenérgica e 
serotonérgica, os níveis de DA, DOPAC, HVA, NA e 5-HT no corpo 
estriado, córtex pré-frontal e hipocampo foram avaliados uma e três 
semanas após a administração intraestriatal de 6-OHDA. Os níveis de 
DA [F(1,21) = 3,23, P<0,0001], seus metabólitos DOPAC [F(1,21) = 
1,10, P<0,005] e HVA [F(1,21) = 13,79, P<0,01], além de 5-HT 
[F(1,21) = 2,62, P<0,005] foram reduzidos no corpo estriado mesmo 
uma semana após a cirurgia. Foi observada uma depleção 




OHDA. Mais ainda, houve um aumento nos níveis de NA nessa área 
[F(1,6) = 6,96, P<0,005] (Figura 21).  
 Conforme esperado, os níveis de DA no córtex pré-frontal 
foram muito menores do que no corpo estriado (121 ± 44,7 ng de DA/g 
tecido úmido). Os níveis de DA, DOPAC, HVA e 5-HT nessa área não 
foram afetados por 6-OHDA, tendo sido observada uma redução nos 
níveis de NA [F (1,14) = 3,23, P<0,05] (Tabela 3). Não foram 
observadas diferenças nos níveis de neurotransmissores no hipocampo. 
 Três semanas após a cirurgia, DA [F(1,21) = 1,74, P<0,005], 
DOPAC [F(1,21) = 1,42, P<0,005] e HVA [F(1,21) = 1,06, P<0,005] 
ainda estavam reduzidos no corpo estriado. Neste intervalo de tempo, o 
volume da lesão nos terminais dopaminérgicos permaneceu 
substancialmente inalterado (51,36%). Além disso, o aumento nos níveis 
de NA [F(1,6) = 1,32, P<0,005] persistiu nessa área (Figuras 22A e B). 
Por outro lado, neste intervalo de tempo, DA [F(1,6) = 1,77, P<0,05] e 
DOPAC [F(1,20) = 1,83, P<0,05] apresentavam-se reduzidos no córtex 
pré-frontal quando comparados com o grupo Sham, enquanto não foram 
observadas alterações nos níveis de NA e 5-HT (Figuras 22C e D). Não 
foram observadas diferenças no hipocampo, exceto por uma redução nos 
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Figura 20. Efeitos da administração de 6-OHDA no número de 
neurônios TH-positivos no corpo estriado e SNc. (A) 
Microfotografias representativas de secções coronais cerebrais contendo 
o corpo estriado de animais dos grupos Sham e 6-OHDA, sacrificados 
uma ou três semanas após a injeção intraestriatal de 6-OHDA. (B) 
Microfotografias representativas de secções coronais cerebrais contendo 
a SNc de animais dos grupos Sham e 6-OHDA, sacrificados uma ou três 
semanas após a injeção intraestriatal de 6-OHDA. (C) Redução temporal 
de neurônios dopaminérgicos no corpo estriado. (D) Redução temporal 
de neurônios dopaminérgicos na SNc. Os valores são expressos como 
média ± EP. *P<0,05 (em comparação com o respectivo grupo Sham, 

























































Figura 21. Efeitos da administração de 6-OHDA nos níveis de DA, 
DOPAC, HVA, NA e 5-HT no corpo estriado de ratos uma semana 
após a cirurgia. (A) Níveis de DA, DOPAC e HVA nos ratos Sham e 
6-OHDA. (B) Níveis de NA e 5-HT nos ratos Sham e 6-OHDA. Os 
valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 (em comparação com 
o grupo Sham, teste t de Student). Os números em parênteses indicam 








































































































































































































Figura 22. Efeitos da administração de 6-OHDA nos níveis de DA, 
DOPAC, HVA, NA e 5-HT no corpo estriado e córtex pré-frontal de 
ratos três semanas após a cirurgia. (A, B) Corpo estriado. (C, D) 
Córtex pré-frontal. Os valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 
(em comparação com o grupo Sham, teste t de Student). Os números em 
parênteses indicam porcentagem de variação calculada considerando o 





















































4.2 Experimento 2 
 
4.2.1 Efeitos da administração de SR141716A nas alterações 
comportamentais precoces em ratos tratados com 6-OHDA. 
 
4.2.1.1 Efeitos da administração de SR141716A nos parâmetros 
emocionais de ratos tratados com 6-OHDA  
 
4.2.1.1.1 Teste do Nado Forçado 
 
 No teste do nado forçado (Figura 23), o grupo tratado com 6-
OHDA apresentou um aumento no tempo de imobilidade quando 
comparado ao grupo Sham (P<0,05). O tratamento agudo com 
SR141716A (3 mg/kg, i.p.) reverteu o aumento no tempo de imobilidade 
induzido pelo tratamento com 6-OHDA.  
 
4.2.1.2 Efeitos da administração de SR141716A nos parâmetros 
cognitivos de ratos tratados com 6-OHDA  
 
4.2.1.2.1 Teste do Reconhecimento Social 
 
No teste do reconhecimento social, a ANOVA de duas vias 
(tratamento x apresentação do rato jovem) não revelou efeito 
significante para a interação entre os fatores [F(1,32) = 2,31; P=0,08]. 
Entretanto, indicou um efeito significante para o tratamento [F(1,32) = 
27,3; P<0,0001] e para a apresentação do rato jovem [F(1,32) = 8,0; 
P<0,0001]. O teste post-hoc de Bonferroni mostrou que os ratos tratados 
com 6-OHDA apresentaram um prejuízo evidente na capacidade de 
reconhecimento do rato jovem em comparação com os ratos Sham, uma 
vez que o grupo 6-OHDA empregou tanto tempo investigando o rato 
jovem durante o segundo encontro quanto na primeira exposição. Os 
grupos 6-OHDA + SR empregaram menos tempo investigando o rato 
jovem durante a segunda exposição quando comparada à primeira. Os 
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Figura 23. Efeitos da administração de SR141716A no teste do nado 
forçado em ratos tratados com 6-OHDA. O tratamento com 
SR141716A (3 mg/kg, i.p) uma semana após a cirurgia previniu o 
aumento no tempo de imobilidade induzido pela administração de 6-
OHDA. Os valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 (em 





































Figura 24. Efeitos da administração de SR141716A no tempo de 
investigação social em ratos tratados com 6-OHDA. Os animais 
tratados com SR141716A (0,5 e 1 mg/kg) apresentaram redução no 
tempo de investigação durante a segunda apresentação em comparação 
com a primeira. Os valores são expressos como média ± EP. *P<0,05 
(em comparação com a primeira apresentação do mesmo grupo, teste de 
Bonferroni após ANOVA de duas vias). #P<0,05 (em comparação com a 
segunda apresentação do grupo Sham, teste de Bonferroni após 
ANOVA de duas vias). 
 
4.2.2 Análises Neuroquímicas 
 
4.2.2.1 Determinação Dos Níveis Cerebrais de DA, NA e 5-HT por 
HPLC 
   
Após o teste do nado forçado, os níveis de neurotransmissores 
no corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo foram avaliados nos 
ratos tratados com 6-OHDA e nos ratos tratados com 6-OHDA que 
receberam a dose efetiva de SR141716A (3 mg/kg). Os resultados 
mostraram um aumento significante nos níveis estriatais de DA (70%), 
DOPAC (61%), e HVA (73%) nos ratos tratados com 6-OHDA que 
receberam SR141716A (P<0,05). Não foram observadas diferenças 






















DOPAC, HVA, NA e 5-HT no córtex pré-frontal e hipocampo dos ratos 
tratados com 6-OHDA que receberam SR141716A quando comparados 
aos ratos tratados com 6-OHDA que receberam veículo. Os resultados 


















































































Na terceira semana após a administração de 6-OHDA, após o 
teste do reconhecimento social, os níveis de neurotransmissores foram 
avaliados no corpo estriado, córtex pré-frontal e hipocampo (Tabela 6) 
nos ratos tratados com 6-OHDA e nos ratos tratados com 6-OHDA que 
receberam a dose efetiva de 0,5 mg/kg de SR141716A. Os níveis de NA 
(98%) e 5-HT (135%) no córtex pré-frontal aumentaram 
significativamente no grupo tratado com SR141716A (P<0,05). Não 
foram observadas diferenças significativas entre os grupos no corpo 














































































 A primeira hipótese formulada nesse estudo propunha que 
alterações emocionais e cognitivas, similares às que ocorrem na DP, 
poderiam ser reproduzidas em um modelo animal de DP em ratos, 
através da degeneração dopaminérgica nigroestriatal. O modelo da 6-
OHDA em ratos é bastante útil como ferramenta para o estudo da 
doença. Entretanto, a DP, por tratar-se de uma doença progressiva, é 
subdividida em diferentes estágios, caracterizados por uma degeneração 
progressiva da via nigroestriatal e um declínio correspondente nos níveis 
estriatais de DA. Portanto, para se obter um modelo animal de alterações 
não motoras da doença, era importante definir, inicialmente, qual estágio 
da DP se pretendia mimetizar. Uma série de estudos vem demonstrando 
que distúrbios nos domínios emocional e cognitivo observados na DP 
ocorrem frequentemente antes do aparecimento das disfunções motoras. 
Além disso, levou-se em consideração que prejuízos motores nos 
animais poderiam prejudicar a interpretação dos resultados obtidos. 
Dessa forma, pareceu importante produzir um modelo animal em que a 
degeneração dopaminérgica na substância negra e conseqüente depleção 
de DA no corpo estriado fossem suficientes para reproduzir um estágio 
da DP em que alterações emocionais e cognitivas são esperadas, porém 
alterações motoras ainda não são evidentes.    
 Quando os sinais motores da DP emergem, cerca de 60% dos 
neurônios dopaminérgicos da SNc sofreram degeneração e os níveis 
estriatais de DA foram reduzidos cerca de 80% (Barrio et al., 1997; 
Lindner et al., 1999), sendo que resultados similares têm sido obtidos em 
modelos animais (Deumens et al., 2002). Assim, para mimetizar a fase 
pré-motora da doença, era importante produzir um modelo de DP no 
qual a depleção de DA fosse menor que 80% e insuficiente para causar 
prejuízos motores. 
 Em pesquisa pré-clinica, modelos de DP em rato têm sido 
desenvolvidas com o foco na via nigroestriatal. Essa via dopaminérgica 
é lesionada em diferentes níveis para mimetizar a DP. Os alvos de 
injeção de 6-OHDA são (a) o local de origem da via nigroestriatal, i.e., a 
SNc; (b) o feixe neuronal que se projeta parcialmente para o corpo 
estriado, i.e., o feixe prosencefálico medial; e (c) o sítio terminal da via 
nigroestriatal, i.e., o corpo estriado. Além disso, as lesões podem ser 
unilaterais ou bilaterais.  
 A lesão unilateral no feixe prosencefálico medial por 6-OHDA 




dopaminérgicos sobrevivem. Por esta razão este modelo é útil como um 
modelo de estágio avançado da DP. Além disso, outra desvantagem 
desse modelo é que não apenas os axônios dopaminérgicos do grupo 
A9, da SNc, passam pelo feixe prosencefálico medial. Os axônios do 
grupo A10, que terminam no núcleo acumbens, também se projetam 
pelo feixe prosencefálico medial. Portanto, a lesão no feixe 
prosencefálico medial também afeta essa via. Além da lesão unilateral 
no feixe prosencefálico medial, foram desenvolvidos modelos em que 
essa região foi lesionada bilateralmente. Esses modelos têm sido 
limitados em seu uso, pois os ratos apresentam adipsia e afagia intensas 
(Ungerstedt, 1971).  
 A lesão com 6-OHDA na SNc mimetiza melhor a DP em 
relação à perda celular dopaminérgica. As lesões unilaterais na SNc 
causam uma depleção de neurônios dopaminérgicos de cerca de 90% 
nesta região (Carman et al., 1991). Quando comparada ao feixe 
prosencefálico medial (aproximadamente 97% de perda de neurônios 
TH-positivos na SNc), a perda celular de neurônios dopaminérgicos na 
SNc é menos extensa após lesão nessa região. Portanto, o modelo da 
administração de 6-OHDA na SNc se aproxima mais da situação 
patológica de um estágio avançado da DP. Além das lesões unilaterais 
na SNc, modelos com injeção bilateral na SNc também foram 
desenvolvidos, tendo sido demonstrado que pequenas lesões bilaterais 
produzem alterações motoras nos animais (Van Oosten & Cools, 1999). 
Uma dificuldade em relação à utilização da SNc como alvo da injeção 
de 6-OHDA é o pequeno tamanho dessa estrutura. É muito difícil injetar 
6-OHDA nessa estrutura sem lesionar estruturas adjacentes (por 
exemplo, a área tegmentar ventral). Isso é refletido por uma redução nos 
neurônios dopaminérgicos na área tegmentar ventral de cerca de 30% 
após a lesão na SNc, como demonstrado por Carman e colaboradores 
(Carman et al., 1991). 
 As lesões parciais no corpo estriado apresentam a vantagem de 
serem facilmente realizadas, além das alterações comportamentais e 
bioquímicas se aproximarem mais da situação humana. Outra vantagem 
da lesão estriatal consiste no fato de que lesões mais seletivas podem ser 
obtidas, através da administração da neurotoxina em subáreas dessa 
estrutura, como ilustra a Figura 25. Alguns estudos têm utilizado a 
porção dorsolateral do corpo estriado como local de administração de 6-
OHDA (Amalric et al., 1995; Chang et al., 1999), enquanto outros utilizam 
a porção ventrolateral (Cousins & Salamone, 1996; Lindner et al., 1999) ou 




al., 2001). Uma vez que o putâmen representa a área com maior depleção 
de DA no cérebro de pacientes com DP (Nyberg et al., 1983), e 
considerando que o putâmen em humanos é equivalente à região 
ventrolateral do corpo estriado de ratos (Kirik et al.,1998), escolhemos 
essa região para realizar lesões parciais com a administração de 6-
OHDA.   
 A maioria dos modelos de DP em ratos envolve lesões 
unilaterais (Gregório et al., 2009; Silvestrin et al., 2009; Solis et al., 2007). 
Esses modelos têm sido muito úteis em pesquisas pré-clínicas de DP, 
apresentando vantagens como a avaliação de drogas que agem na 
neurotransmissão dopaminérgica através do comportamento rotacional, 
causado pelo desequilíbrio entre os dois hemisférios cerebrais. Pode 
ainda ser utilizado para avaliar prejuízos motores específicos através de 
testes como o “forelimb use asymmetry”. Neste estudo, utilizamos a 
administração bilateral de 6-OHDA por entender que ela apresenta 
alguns pontos positivos em relação à administração unilateral. O 
primeiro é que a DP afeta o cérebro bilateralmente, portanto esse 
modelo reproduz melhor a doença do que a administração unilateral da 
neurotoxina. Além disso, na administração bilateral não ocorre 
compensação do lado intacto em relação ao lado afetado (Van Oosten & 
Cools, 1999). Portanto, um modelo bilateral seria preferível em relação a 
mecanismos compensatórios. Em um modelo de DP em ratos a 
compensação durante o experimento complica a interpretação dos 
resultados, tornando difícil distinguir entre a recuperação funcional e a 
compensação após a lesão. Em modelos com lesões bilaterais, a 
compensação durante um experimento também pode ocorrer, porém se 
exclui a possibilidade de ser causada pelo hemisfério não lesionado do 
cérebro. Outra vantagem do uso da administração bilateral está na 
possibilidade de avaliar a função cognitiva dos animais, através de testes 
como o labirinto aquático de Morris.   
 A depressão está entre as condições psiquiátricas que 
acompanham a DP mais comuns.  Mais ainda, tem sido demonstrado 
que a depressão pode preceder o aparecimento de sinais motores da DP 
(Nilsson et al., 2001; Schurman et al., 2002). Os resultados obtidos no teste 
do consumo de sacarose demonstraram que a administração intraestriatal 
de 6-OHDA causou uma redução precoce no consumo dessa substância, 
avaliado uma semana após o tratamento com 6-OHDA. O teste do 
consumo de sacarose tem sido amplamente utilizado como modelo 
animal de depressão, sugerindo um estado de anedonia nesses animais 




estudo prévio, que demonstra que a administração de reserpina, uma 
droga utilizada como modelo de DP, reduz a preferência pelo consumo 
de sacarose em camundongos (Skalisz et al., 2002). Um ponto que merece 
consideração é que, nesse teste, o efeito da 6-OHDA é avaliado tanto no 
consumo de sacarose quanto no consumo de água pelos animais. Esta 
medida é importante para descartar possíveis prejuízos motores dos 
animais, considerando a degeneração causada por 6-OHDA na via 
nigroestriatal e seu conhecido efeito motor. Entretanto, uma vez que, na 
dose empregada, não foi observado efeito da 6-OHDA no consumo de 
água, tanto no periodo de adaptação quanto na fase de teste, os 
resultados indicam que, no protocolo utilizado neste estudo, o efeito 
dessa neurotoxina no teste do consumo de sacarose foi devido à indução 
de anedonia, e não a uma alteração motora dos animais. 
 
 
Figura 25. Hemisfério esquerdo de rato com a subdivisão do corpo 
estriado em seis áreas. Abreviações: DM, dorsomedial; DC, 
dorsocentral; DL, dorsolateral; VM, ventromedial; VL, ventrolateral. 




 A anedonia nos animais tratados com 6-OHDA foi 
acompanhada por um desespero comportamental, avaliado através do 
teste do nado forçado, um dos testes mais comumente utilizados para 
avaliar o comportamento “tipo depressivo” em roedores (Borsini & Meli, 
1988; Petit-Demouliere et al., 2005), refletido por um aumento no tempo de 
flutuação no teste do nado forçado, o que indica um estado emocional 
negativo. Esses efeitos anedônico e tipo-depressivo foram 
correlacionados a alterações neuroquímicas no corpo estriado. Foi 
observada uma redução evidente na imunomarcação para TH no 
intervalo de tempo de uma semana após a administração de 6-OHDA. A 
perda celular observada no presente estudo foi parcial: 55,75% dos 
terminais nervosos dopaminérgicos no corpo estriado sobreviveram, 
uma redução menor do que os 70% de perda de neurônios 
dopaminérgicos que acarreta o início de alterações motoras, dado 
corroborado pela ausência de alterações locomotoras no teste do campo 
aberto. Da mesma forma, a redução de células TH-positivas na SNc foi 
evidente no mesmo período de tempo e também resultou em reduções 
incompletas no número de corpos celulares dopaminérgicos, o que está 
de acordo com estudos prévios (Blandini et al., 2007; Lindner, 1999; Sauer 
& Oertel, 1994). Assim, embora não se possa descartar a existência de 
alterações motoras pequenas o suficiente para não serem detectadas 
pelos testes comportamentais utilizados, os presentes resultados 
sugerem que a ocorrência de anedonia e comportamento tipo-depressivo 
não é influenciada por possíveis sinais motores. 
 A administração de 6-OHDA no corpo estriado também 
resultou em uma depleção parcial de DA, DOPAC, HVA e 5-HT, o que 
é consistente com estudos prévios (Henze et al., 2005; Chen et al., 2007; 
Aguiar et al., 2008), além de um aumento nos níveis de NA, 
possivelmente devido a uma resposta compensatória à redução de DA. 
No que diz respeito à depleção estriatal de 5-HT causada pela 
administração de 6-OHDA, deve ser levado em conta o fato de que, em 
nossos experimentos, os terminais serotoninérgicos não foram 
protegidos da lesão por 6-OHDA, o que poderia explicar os baixos 
níveis de 5-HT no corpo estriado. Desta forma, considerando a notória 
função do sistema serotoninérgico nos processos emocionais, é possível 
que as alterações observadas nos testes do consumo de sacarose e nado 
forçado possam estar relacionadas, ainda que parcialmente, às alterações 
serotonérgicas.  
 De fato, há evidências fisiopatológicas de alterações 




uma “hipótese serotonérgica” foi proposta para explicar a depressão na 
DP (Mayeux, 1990). Portanto, não podemos excluir a participação 
serotonérgica nas alterações emocionais encontradas nos testes 
comportamentais empregados neste estudo. As alterações nos sistemas 
dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico estriatais sugerem, 
deste modo, que um ou mais desses sistemas de neurotransmissores 
desempenha um importante papel no comportamento tipo-depressivo 
neste modelo de DP, fornecendo suporte à teoria de que esses 
neurotransmissores estejam envolvidos na depressão associada à DP 
(Schrag, 2004). 
 Além das alterações tipo-depressão, uma resposta ansiogênica, 
quantificada como uma redução na porcentagem do número de entradas 
nos braços abertos em relação ao número total de entradas no teste do 
labirinto em cruz elevado tornou-se evidente em um intervalo de tempo 
maior após a administração de 6-OHDA (três semanas após a lesão). 
Neste intervalo de tempo, a redução no número de neurônios 
dopaminérgicos persistiu tanto no corpo estriado quanto na SNc. A 
redução nos níveis estriatais de DA, DOPAC e HVA, bem como o 
aumento nos níveis de NA se mantiveram, e não diferiram 
significativamente dos níveis observados na primeira semana. Por outro 
lado, a perda de DA e DOPAC no córtex pré-frontal se tornou evidente 
apenas após esse intervalo de tempo, sugerindo um efeito progressivo da 
lesão por 6-OHDA. Esse resultado sugere que a resposta ansiogênica 
causada por 6-OHDA poderia estar relacionada à depleção 
dopaminérgica no córtex pré-frontal, uma vez que não foram observadas 
alterações no número de entradas nos braços abertos no período de uma 
semana após a cirurgia. De fato, esta hipótese é reforçada por um estudo 
prévio que demonstrou que a administração de 6-OHDA, quando 
realizada diretamente no córtex pré-frontal, induz um efeito ansiogênico 
significativo avaliado através do teste do labirinto em cruz elevado 
(Espejo, 1997).  
 Embora a maioria dos eferentes dopaminérgicos do córtex pré-
frontal sejam oriundos da área tegmentar ventral, alguns desses eferentes 
originam-se da área central da SNc (Albanese & Bentivoglio, 1982). Por 
esta razão, a depleção de DA observada no córtex pré-frontal 
consecutiva à administração intraestriatal de 6-OHDA em ratos poderia 
explicar este aumento nos níveis de ansiedade dos animais. Este 
resultado sugere, portanto, que a depleção pré-frontal de DA pode 




 Estudos em humanos através de diversos testes 
neuropsicológicos demonstram que pacientes com DP sem demência 
apresentam uma redução na capacidade de aquisição de aprendizado 
associativo; esses achados sugerem que o corpo estriado desempenha 
um papel importante não apenas no aprendizado e realização de tarefas 
motoras, mas também é essencial para o processamento de associações, 
conhecido como aprendizado de hábito (Knowlton et al., 1996; Hay et al., 
2002). Além do corpo estriado, o córtex pré frontal também tem sido 
implicado como um componente da rede neural responsável pela 
aprendizagem associativa (Suzuki, 2008). Em experimentos com 
roedores, a versão com pista do labirinto aquático de Morris consiste 
numa tarefa de estímulo-resposta ou de hábito, em que o aprendizado de 
roedores consiste em associar uma pista colocada sobre a plataforma 
como um sinal visual que indica um local seguro de pouso no labirinto 
aquático. Consistente com estudos prévios que reportam que injeções 
bilaterais de 6-OHDA ou MPTP na SNc prejudica o desempenho de 
ratos na versão com pista do labirinto aquático de Morris (Miyoshi et al., 
2002; Ferro et al., 2005), a injeção intraestriatal de 6-OHDA realizada 
neste estudo induziu alterações similares neste teste. Mais ainda, a 
porcentagem de depleção de DA estriatal observada foi similar a estudos 
anteriores que demonstraram déficits em testes de aprendizado e 
memória (Lindner et al., 1999; Gevaerd et al., 2001; Miyoshi et al., 2002; 
Ferro et al., 2005). Quanto aos prejuízos cognitivos encontrados neste 
teste, nossos achados fornecem suporte à hipótese de uma combinação 
do envolvimento de DA no corpo estriado e córtex pré-frontal na 
memória de hábito, uma vez que não foram observados déficits 
significantes na ausência de alterações dopaminérgicas no córtex pré-
frontal, uma semana após a administração de 6-OHDA. 
 Além de alterações no teste do labirinto aquático, nossos 
achados demonstram um efeito deletério da administração de 6-OHDA 
em um teste de memória de curta duração muito sensível, o teste do 
reconhecimento social em ratos. Os animais tratados com 6-OHDA 
empregaram tanto tempo investigando o rato jovem durante a segunda 
apresentação quanto no primeiro encontro, demonstrando um prejuízo 
na capacidade de reconhecer o rato jovem após um curto período de 
tempo (30 min). Considerando o fato de esta resposta ter ocorrido em 
associação com uma redução nos níveis dopaminérgicos no córtex pré-
frontal, é possível que esta alteração comportamental esteja relacionada 
a uma depleção de DA nessa área. Em um estudo conduzido por 




administração de 6-OHDA diretamente no córtex pré-frontal de ratos 
não causou alterações na memória social dos animais, indicado por uma 
redução no tempo de investigação a um rato jovem quando da segunda 
exposição ao animal. Esses resultados, em conjunto, podem indicar que 
é necessária uma redução nos níveis de DA simultaneamente no córtex 
pré-frontal e corpo estriado para a indução de alterações no teste do 
reconhecimento social uma vez que, em nosso trabalho, a depleção de 
DA no córtex pré-frontal que ocorreu concomitantemente às alterações 
na memória de reconhecimento social foi acompanhada por alterações 
nos níveis dopaminérgicos estriatais.  
 É importante observar que a lesão dopaminérgica é capaz de 
induzir anosmia em ratos (Prediger et al., 2006), o que poderia levar a 
uma dificuldade na interpretação dos resultados obtidos no teste do 
reconhecimento social. Dessa forma, consideramos importante avaliar se 
a injeção de 6-OHDA alteraria esta função. Os presentes resultados 
demonstram uma ausência de prejuízo no reconhecimento de odores nos 
ratos tratados com 6-OHDA, avaliados três semanas após a cirurgia.  
 O teste de discriminação olfatória utilizado neste estudo, 
previamente padronizado em nosso laboratório (Prediger et al., 2006), foi 
baseado em observações iniciais feitas por Carr et al. (1976), que 
demonstraram que ratos machos adultos apresentam uma preferência 
significativa por seu próprio odor em relação à ausência de odor. A 
capacidade de ambos os grupos Sham e 6-OHDA discriminarem entre 
os compartimentos familiar e não-familiar sugere que as alterações 
observadas no teste do reconhecimento social refletem de fato um déficit 
cognitivo, e não simplesmente um prejuízo olfatório.  
 Consistente com evidências prévias de que lesões na via 
nigroestriatal não causaram alterações nos níveis hipocampais de DA 
(Miyoshi et al., 2002), no presente estudo os níveis dopaminérgicos 
hipocampais dos animais tratados com 6-OHDA não foram alterados 
pela lesão nigroestriatal, o que pode sugerir que esta área não está 
envolvida nas alterações comportamentais emocionais e cognitivas 
encontradas neste estudo. Entretanto, é preciso considerar que os níveis 
hipocampais de DA são muito baixos; assim, não podemos excluir a 
possibilidade de que a análise de HPLC tenha sido incapaz de detectar 
pequenas diferenças nos níveis de DA nesta área. 
 Em nossa segunda hipótese, avaliamos se o bloqueio dos 
receptores CB1 seria capaz de atenuar os prejuízos induzidos por 6-




 No teste do nado forçado, os animais tratados com 6-OHDA 
apresentaram uma tendência maior ao desespero comportamental 
quando comparados com os animais Sham e com aqueles tratados com 
SR141716A, sugerindo, portanto, que o bloqueio dos receptores CB1 
restaura a resposta normal desses animais quando expostos a um 
estímulo aversivo inescapável. A redução do aumento na imobilidade 
induzida por 6-OHDA no teste do nado forçado pela administração de 
SR141716A foi evidente com a utilização da dose de 3 mg/kg, porém 
não com doses menores (0,5 e 1 mg/kg), sugerindo que baixas doses 
desse antagonista CB1 podem não ser suficientes para induzir este efeito 
tipo-antidepressivo neste modelo animal de DP. Este resultado está de 
acordo com a atividade tipo-antidepressiva encontrada por Griebel e 
colaboradores (2005), que demonstraram que a administração de 
SR141716A reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado forçado 
com a dose de 3 mg/kg, porém não com a dose de 1 mg/kg em ratos. 
 De fato, embora nosso estudo seja o primeiro relato de que 
temos conhecimento acerca do efeito comportamental do antagonista do 
receptor CB1 em um modelo de sintomas depressivos associados à DP, a 
ação dos antagonistas CB1 na emocionalidade tem sido evidenciada em 
outros modelos animais de depressão em roedores. O efeito tipo-
antidepressivo tem sido demonstrado em modelos que utilizam 
camundongos, ratos e gerbils, e em modelos que utilizam diferentes 
medidas dependentes (Griebel et al., 2005; Shearman et al., 2003; Tzavara et 
al., 2003).  
 Evidências acerca do envolvimento dos receptores CB1 nos 
efeitos tipo-antidepressivos da administração de SR141716A e de outro 
antagonista CB1– AM251 – advêm de sua especificidade pelos 
receptores CB1 e de estudos farmacológicos de interação com agonistas. 
Desta forma, o agonista do receptor CB1 CP55940 preveniu os efeitos 
tipo-antidepressivos do AM251.  Outro dado importante relacionando 
os receptores CB1 ao mecanismo de ação tipo-antidepressivo desses 
compostos advém da demonstração de que camundongos nocaute para o 
receptor CB1 não apresentam os efeitos tipo-antidepressivos do AM251 
(Shearman et al., 2003), evidenciando a importância desse receptor no 
efeito tipo-antidepressivo desses antagonistas canabinóides. 
 Nossos resultados sugerem que os mecanismos relacionados aos 
efeitos tipo-antidepressivos do SR141716A possivelmente envolvem o 
aumento dos níveis de dopamina no corpo estriado, uma vez que a 
administração aguda de 3 mg/kg de SR141716A produziu elevações nos 




6-OHDA. Essa hipótese é reforçada pela demonstração de que o 
aumento no tempo de imobilidade no teste do nado forçado após o 
tratamento com 6-OHDA ter sido acompanhado por uma redução nos 
níveis de DA e seus metabólitos no corpo estriado. Entretanto, embora o 
aumento nos níveis de DA e seus metabólitos tenha sido significante nos 
ratos tratados com 6-OHDA, isso ocorreu mais provavelmente como 
uma conseqüência do bloqueio dos receptores CB1 localizados nos 
neurônios GABAérgicos estriatonigrais do que como um efeito direto 
desse antagonista canabinóide nas projeções dopaminérgicas 
nigroestriatais. De fato, neurônios dopaminérgicos nigroestriatais não 
contêm receptores CB1, ao menos no cérebro adulto, embora esses 
receptores estejam co-localizados com os receptores dopaminérgicos D1 
e D2 nas projeções estriatais (Herkenham et al., 1991). 
 O efeito agudo do SR141716A no funcionamento da memória 
de curta duração neste modelo de DP pré-motora foi avaliado através do 
teste do reconhecimento social. A capacidade de reconhecimento social, 
prejudicada nos ratos tratados com 6-OHDA, foi recuperada por 
SR141716A. Neste trabalho, nós demonstramos que SR141716A 
também é capaz de aliviar o prejuízo causado por 6-OHDA na memória 
de reconhecimento social de curta duração. Pode-se, portanto, levantar a 
hipótese de que esta droga poderia ser útil para o tratamento das 
alterações de memória associadas com a DP. 
 Os receptores canabinóides CB1 estão sabidamente envolvidos 
em processos cognitivos, incluindo memória, tanto em humanos quanto 
em animais (Boucher et al., 2009; Hampson & Deadwyler, 1999; Lundqvist, 
2005). Terranova e colaboradores (1996) demonstraram previamente que 
a administração de SR141716A facilita a memória de curta duração no 
teste do reconhecimento social. Nossos resultados demonstram que os 
déficits no reconhecimento social foram acompanhados por alterações 
nos níveis de neurotransmissores no córtex pré-frontal. Os experimentos 
que avaliam os efeitos do SR141716A na memória social também 
implicam essa área nesse tipo de memória, já que a melhora no 
reconhecimento pela administração de SR141716A foi associada a 









 Os dados aqui apresentados permitem concluir que: 
 1- Os resultados confirmaram a primeira hipótese, 
demonstrando que a lesão estriatal com 6-OHDA foi capaz de 
induzir anedonia e desespero comportamental em ratos, além de 
um efeito ansiogênico e um prejuízo na memória de 
procedimento e na memória social de curta duração.  
 2- Os prejuízos comportamentais apresentaram correlações com 
alterações neuroquímicas na SNc, estriado e córtex pré-frontal 
quando avaliados após intervalos de tempo distintos.  
 3- Não foram registradas alterações aparentes na atividade 
motora espontânea, o que indica a especificidade dos prejuízos 
comportamentais detectados.  
 4- Os resultados indicam que a degeneração da via 
nigroestriatal dopaminérgica por 6-OHDA e as alterações 
dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotonérgicas associadas se 
correlacionam com alterações emocionais e cognitivas em ratos, 
constituindo um modelo de DP pré-motora. 
 5- Os resultados confirmaram também a segunda hipótese, 
demonstrando que a administração de SR141716A reverteu as 
alterações induzidas por 6-OHDA no teste do nado forçado e do 
reconhecimento social.  
 6- Esses efeitos foram acompanhados por um aumento nos 
níveis de DA no estriado e nos níveis de NA e 5-HT no córtex 
pré-frontal.  
 7- Estes resultados, embora preliminares, trazem informações 
inéditas acerca do papel do receptor CB1 nas alterações pré-
motoras em modelos animais de DP.  
 8- Mais estudos são necessários para elucidar o papel de 
diferentes sistemas de neurotransmissores nas alterações 
comportamentais encontradas neste estudo, bem como do papel 
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